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　　Cancer－speci丘。　immune　respon．siveness　in　cancer　patients　was　evaluated　with　lymphoblastogenesis　in
mixed　lymphocyte　tumor　cell　interaction（MLTI）using　3M　KCI　extract　of　autochthonous　tumor．
Subjects　included　25　gastric，13　colon，20　breast　and　5　thyroid　cancer　patients，
　　The　results　Qbtained　were　as　follows；
　　1）220f　63　cancer　patients（35％）showed　positive　reaction　of　MLTI（S．工．≧2）．　They　included　g　of
25gastric　cancer，70f　13　colon　cancer，5　0f　20　breast　canc．er　and　l　of　5　thyroid　cancer．
2）There　was　a　signi丘cant　interrelati．on　between　MLTI－lymphoblastogenesis　and　lymphoblastQgenesis
with　PHA　or　ConA．
3）The　degree．　Qf　MLTI－lymphob．1astQgenesis　and　the　clinical　s．tages　of　cancer　patients　was　inversely
correlated．
4）
was　correlated．
s壌ges　Of　the　Oance．r　pati曾nts．
　　5）There　was　no　signi五cant　relationship　between　the　degree　of　MLTI－1ymphoblastogenesis　and　the
survival　of　cancerp　Pti．ents．
　　These　re．sults　indicate　that　3M　KCI　extracts　ffom　can．cer　tissues　cQntain　the　tumor　as．so．．ciated　antigen
which　autologous　lymphQcyte．s　react　on．　MLTI－1ymphoblastogenesis　with　these　extracts　may　be　usefull
a．s　a　param．eter　of　cancer－speci丘。　cell－mediated　im．munity　of　cancer　patients．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　October　16，1978　and　accepted　December　11，！978）
The　degree　of　MLTI－lylnphoblastogenesis　and　the　intensity　of　local　mononuclear　cell　in且ltration
　　　　　Th 　intensity　of　local　monQnuclear　cell　in丘ltration　was　inversely　correlated　to　the　clinica1
1
1緒 言
　担癌生体が自己の癌に対して免疫応答していることは，
多くの動物実験，臨床的事実．によって明らかにされてい
る1～5）．この免疫応答が，宿主の．正常細胞にはない腫瘍細
胞のみに認められる腫瘍特異抗原あるいは腫瘍関連抗原に
対する反応であろうことも次第に認められてきた．腫瘍特
異抗原あるいは腫瘍関連抗原の存在は，動物実験のみなら
ず臼～8），ヒトの悪．性腫瘍においてもその存在が明らかにさ
れてきており9～16．），ほとんどの癌細胞には程度の差はあ．れ，
腫瘍抗原が存在するものと考えられるようになってきてい
る．そしてこの腫瘍特異的免疫反応は，細胞性免疫が主体
である．ことも広く証明されてきている17酎49）．人癌におけ
る腫瘍特異抗原あるいは腫瘍関連抗原による特異的細胞性
免疫反応を証明する方法としては，腕面uoではSoutham
ら17，18）の人癌自家移植・自己の白血球移入実験などの癌細
胞自家移植反応および癌細胞と患者リンパ球との中和試験
癌細胞抗原による皮膚反応19～27）などの方法がある．しか
しカZ窃τ，oでの証明法は社会的制約があり，次第に制限さ
れてきている．痂曽珈’oでの腫蕩特異的細胞性免疫反応
の証明法には，マクロファージ遊走阻止試験28．），白血球遊
走止試験29～．35），リンパ球腫瘍細胞混合培養24・36～47＞，腫瘍細
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胞障害試験48・49）などが報告されており，この反応性が癌患
老の病態および予後と関連していることが次第に認められ
てきている・
　最近，癌の治療として免疫療法が次第に行なわれてきて
おり，その効果判定のための適当なパラメーターが重要視
されるようになってきた．しかし，現在のところ癌に対す
る特異的な免疫反応を如何なるパラメーターで判定し，応
用していくかは確立されていない状態である．われわれは，
先に癌患者の細胞性免疫能が末梢リンパのPHAによる幼
若化反応の程度と相関することを明らかにし，さらにマイ
トマイシンC処理癌細胞による癌患者リンパ球の特異的
幼若化反応も癌患者の自己の癌に対する反応性の良いパラ
メーターとなり得ることを示した51・52）．
　本論文では，腫瘍特異的細胞性免疫能のパラメーターと
して，3MKC1で抽出した可溶性抗原を用いたりンパ球
腫瘍細胞混合培養（Mixed　Lymph・cyte　Tum・r　Cell　In－
teracti・n，　MLTI）を行ない，その反応性の程度が一般的細
胞性免疫能のパラメーターとして使用されている．PHA・
ConA・PWMによるリンパ球幼若化反応，癌患者の病期，
予後および癌組織局所の単核細胞浸潤と如何なる関連性を
もつかを比較検討し，癌患者の抗腫瘍抵抗性の一つのパラ
メーターとなり得るかどうかを検討した．
わち
　①　末梢静脈血をヘパリン加注射器にて採取する．
　②等量：のConray　400－FicQ11溶液の上に静かに重層
　　　する．
　③　400g，20分遠沈する．
　④　リンパ三層を他の遠沈管に移し，PBS（Phosphate
　　　Bu任ered　Saline）と混和する，
　⑤240g，8分遠沈する・
　⑥上清を捨て，再度PBSと混和し，240　g，8分遠沈
　　　する．
　⑦上清を捨て，培養液と混和し，240g，8分遠沈する．
　⑧上清を捨て，培養液にてリンパ虚数が1×106／mZと
　　　なるように調整する．
trypan　blue　dye　exclusion　testでは，リンパ球はほぼ
100傷viableであった，
2・33MK：C1可溶性抗原の作製
　McCoyら33）の方法を若干変えて作製した，当初は，腫
瘍組織を細切後トリプシン処理により腫瘍細胞のsingle
cell　suspensionを作り，これより腫瘍抗原を抽出したが，
腫瘍組織ホモジネートよりの抽出抗原による反応と大差な
いことを確かめ，以下の如く行なった（Fig．1）．
tumor　s　ecimen
2　研究対象および方法
2・1対　　象
　対象とした癌患者は，札幌医大第一外科に入院した胃癌
25名・大腸癌13名・乳癌20名・甲状腺癌5名の合計63
名である（Table　1）．男性28名・女性35名で年齢分布は
24歳から75歳まで，平均年齢は54歳である．これらの患
者は，MLTI施行以前に制癌化学療法・放射線療法・大量
輸血などは受けていない．
c吐into　fine　pieces
stirred　in　lO　Voユ．　of　3M　KCl
PH7・4　for　24hrs　a七　40c
工OO，000g　　for　lhr　at　40c
些 supernatantdiaユyzed　in　PBS　for　24hrs　at　40c
40，000q　　for　lhr　at　40c
precipi七こ口e su　erna七ant
Table　l　Df∫〃め％彦foπ（ゾαgθα加1∫8∬（～ズ
　　　　　6α解8プρα彦ゴθ漉3
Diagnosis恩慧M・1・F・m・1・含7蟹
concentrated　by　Amicon
3M　1（CI　solub工e　extr己ct
Gastric　cancer
Colon　cancer
Breast　cancer
Thyroid　cancer
25
13
20
5
16
10
1
1
9
3
19
4
55
58
50
53
Fig．1Preparation　of　3M　KICI　soluble　extract．
Tota1 63 28 35 54
2・2末梢リンパ球の採取と分離
　リンパ球分離には比重遠沈法によるリンパ球の分離，す
なわちCollray　400－Ficoll法53）を基本に用いた．すな
①　摘出された腫瘍組織から可及的に結合織・脂肪織・
　　凝血塊・壊死部を取り除く．
②ハサミで約1mm3以下の大きさになるよう細切
　　する．
③PBSにて上清が清澄になるまで低速遠沈で頻回洗
　　浄を繰り返す．
④　さらに4009，8分遠沈しpacked　volumeとする．
⑤　packed　volumeの10倍量の3M　KCIと混和し，
　　stirrerで24時間撹伴する．
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　⑥　100，0009，60分超遠沈する．
　⑦supernatantを100倍：量のPBSで24時間透析す
　　　る（PBSは少なくとも3回変える）．
　⑧　40，000g，60分超遠沈する・
　⑨supernatantをminicon　B　15（Amicon　Corp．，
　　　Lexington，　Mass．〉で濃縮する．
　⑩　spectrophotometer（OD　280　nln＞で蛋白濃度を測
　　　面する．
　⑪0．45μmのmilliporeで滅菌し，一90QCで貯蔵する．
　contro1には，胃癌・大腸癌・甲状腺癌では同一臓器組
織の非潮干を，また乳癌では腫瘍組織から遠く離れた浸潤
のない筋肉組織を用い，同様の方法で3M　KCI　extract
を作成した．
2・4　培　養　液
　培養液はRPMI　1640（日水製薬，東京）にFCS（Fetal
Calf　Serum，　Microbiological　Associates，　Bethesda，
Md．），　penicillin　1001U／m♂，　streptompcin　100μg／mZを
入れ，pH　7．2に調整した．　FCSはPHA・ConA・PWM
による一般的リンパ球幼若化反応には10％FCSを用い，
MLTIには20傷FCSを用いた．また培養はFalcon　3040
Microtest　Tissue　Culture　Plate，3041　Lid（Oxnard，
Calif．）を用いた微量：培養法を行なった．同一検体につき
5wellずつ行ない，平均をとった．同一検体でのvariation
は小さかった．
2・5　PHA，　ConA，　PWMによる伽碗診’．oのリンパ
　　球幼若化反応
　PHA－P（Difco，　Detroit，　Michigan），　ConA（Sigma，
sT．　Louis，　M．　o．），　PwM（Gibco，　N．　Y．）を用い，培養
液で濃度をそれぞれ20μ〃mZ，50μg／mZ，10μg／m♂に調
整し，1xlo6／111♂のリンパ球浮遊液。．1　mZとそれぞれの
皿itogen溶液0．1　mZの合計0，2　m♂をmicroplateのwell
に分注した．mitogenの最終濃度はPHA　10μ〃mZ，　CQnA
25μ9加1，PWM　5μ〃mZとなる．72時間，5傷CO2　in－
cubator内で培養し，培養終了2時間前に0．5μCiの3H－
thymidine（specific　activity　18．5　Ci／mmol，　The　Radi－
ochemica1　Centre，　Amersham，　England）で1abe1し，培
養終了時MASH　II（Multiple　Automated　Sample　Har－
vester　Model　II，　Microbiological　Associates，　Bethesda，
Md，）を用いてharvestした．洗浄には0．9傷生理食塩水
を用いた．Glass　Fiber　Filter，　grade　934　AH（Whatman
Inc．，　Clifton，　N．　J．）はよく乾燥させ，10　m♂のシンチレー
ション液（トルエン1，000mZ，　PPO　49，　POPOP　O．19）の
中に入れ，24時間放置後，液体シンチレーション・カウン
ター（LS－250，　Beckman　Instrument　Inc．，　Fullerton，
Calif．）で放射活性を測定した．
2・6MLTI（M量xed　Lymphocyte　Tumor　Cell　Inter－
　　action）
　3M　KCI　extractを培養液で800μg／謡，400μg／m♂，
200μ9／mZに調整し，その0．1　mZと1×106／mJのリンパ
球浮遊液0．1・nZとの合計0．2　m♂をmicroplateのwe11
に分注する．extractの最終濃度は，400μg／ln♂，200μg／m♂，
100μg／mZとなる．120時間，5傷CO2　incubator内で培
養し，培養終了16時間前に0．5μCiの3H－thymidineで
lableする（Fig．2）．培養終了後は，上記2・5の項と同様
である，
3M　KCI　soluble　extracヒ
　　0．lml
　　　　　　　61ymphocyte　lxlO　cel王s／m1
　　　0．lm工
F lcon　3040　M工cro七est　Tissue　Culture　Plaヒe
CANCER　SPEC工F工C
Fig．2
incubated　for　s　days
　　　　　　　　　　　31abelled with O．5μCi　of　H－TdR
harvesしed　with　MASH工［
counted　in　己　sCinしillation　counヒer
mean　cpm　of　lymphob■astogenesis
　　with　セu皿or　extract
　　S．工．＝　　　　　mean　cpm　of　lymphoblastogenesis
　　　　　　　with　normal　extract
Method　of　mixed　lymphocyte　tumor　cell
interaction　with　3M　KCI　soluble　extract
and　formula　of　cancer　speci五。　stimula－
tion　index．
2・7　S．1．（Stimulatino　Index）の算出
PHA，　ConA，　PWMの各種mitogenによるS．1．は，
itogen添加群と非添加群の放射活性の比率であらわし
た．すなわち
　　　　　（mitogen十リンパ球）のcpm　　S．1．＝　 　　　対照（リンパ球のみ）のcpm
　MLTIのCancer　Specific　S．1．は，　tumor　extractと
リンパ球の混合培養と，contro1としたnormal　extract
とリンパ球の混合培養の放射活性の比率であらわした．す
なわち
　 C ncer　Specific　S．1．＝
　　　　（tumor　extract十リンパ球）のcpm
　　　　（nQrmal　extract十リンパ球）のcpm
2・8　病理組織学的検索
　胃癌・乳癌・甲状腺癌の進行度の判定および病理組織学的
分類は，それぞれの外科，病理取扱い規約に従がつた54～56）．
大腸癌の病理組織学的分類は，臨床病理・大腸癌取扱い規
約57）に従がつたが，進行程度分類試案は1期からV期ま
であり，他の癌との兼ね合い上，進行度の判定は胃癌取扱
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い規約に基づいて決定した．癌組．織における単核細胞浸潤
は，出来るだけ多数のHE染色標本を用い，癌増殖先進
部における単核細胞浸潤をnone　or　slight，　moderate，
markedの3段階で評価した．2名の病理学者が全くblind
に組織学的評価を行ない，それが一致したときに〃z窃かη
のリンパ球幼若化反応の成績と対比した．
3　研究成績
3・13M　KCI　extractを用いたりンパ球・自家腫瘍細胞
　　混合培養（MLTI）
　contro1とした正常組織のextractをstimulatorとし
て，自家リンパ球との混合培養を行なった症例63例のS．1．
は，077から1，89であり，平均は1．12±α034（mean±SE）
であった（Fig．3）．このS．1．がS．1．≧2になる確率はp〈
0．001である，Cancer　Speci魚S．1．≧2とすると必ず
controlとした正常組織の反応よりは高いこととなり，本
論文ではCancer　Speci丘。　S．1．≧2を反応陽性とした．
3M　KCI　extractを用いたMLTIの各々の癌のCancer
Speci丘。　S．1．の平均および反応陽性率は，胃癌25例で
は1．99±0．19（mean±SE）・9／25（36傷），大腸癌13例では
2．29±o．32・7／13（54％），乳癌20例では1．65±o．11・5／20
（25％），甲状腺癌5例では1，38±0．34・1／5（20％）であり，
癌全体としては反応陽性率は，22／63（35％）であった（Fig，
4）．以上より，癌患者の中に3M　KCIで抽出した自己の腫
瘍抗原に反応する，いいかえれば自己の腫瘍抗原をnot
selfとして認識している症例が確かに存在するといえる．
3・2MHIとPHA，　ConA，　PWMによるリンパ球幼
　　若化反応との関連
　MLTIと一般的細胞性免疫能のパラメーターである
PHA，　ConA，　PWMによるリンパ球幼若化反応との関連
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性を検索した（Fig．5）．　MLTIのS．1．とPHAによるリ
ンパ球幼若化反応のS．1．との関連をみると，検索し得た
症例50例ではY＝15．58＋20．46Xの回帰直線が得られ，
r＝056で推計学的に有意の正の相関性（p〈0．001）を認め
た．ConAとの関連でも49例の検索ではY＝15．68＋16．47
X，r＝0．47で有意の正の相関性（p＜0．001）を認めた．しか
し，PWMとの関連では，42例の検索でr＝025となり有
意の相関を認めなかった．以上，MLTIとPHA，　ConA
との有意の正の相関性より，一般的な反応性の高い症例で
は自己の抽出癌抗原に対する反応性も高いということがわ
かる．また，症例は少ないが，各種の癌についてもその
MLTIとPHA，　ConA，　PWMによるリンパ球幼若化反
応との間に有意の相関を認めるものが多い（Table　2）．
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Table　2　R8」α孟ゴ07z漉ψ∂8孟τσθ8πプ8α6あび勿げ〃3Z擁α加1砂ηψん。うZα5，0g．6η此
　　　　　7で功0η56渉oρ1喫yオ0ん8〃Zα8gZz吻珈，ωη6αη儂α々η一五，σ加1ρ0ん伽864
　　　　　〃Zπ08’8π〃Z6αη6βノ’ραオZ8πオ5
PHA　Lymphoblastogenesis
ConA　Lymphoblastogenesis
PWM　Lymphoblastogenesis
Gastric　CA
　（25）＊
r＝0．24
　NS＊＊
r＝一〇．03
　NS
r＝0．03
　NS
olon　CA
　（13）
r＝0．70
p＜0．025
r＝0．55
　NS
r＝α49
　NS
Breast　CA
　（20）
r＝0．79
p＜0．001
r＝0．79
p＜0，001
r；0．15
　NS
Thyroid　CA
　　（5）
r＝0．74
　NS
r＝0．96
p〈0．05
r＝0．96
p〈0．05
＊＝Number　of　cases　　＊＊＝Not　signi丘cant
3・3MLTIと癌の進行度との関連性
　MLTIのS．1．と癌の進行度との関連をみると1期6
例・II期24例・III期17伊ll・IV期14例の合計61例の
検索では，それぞれのS，1，の平均および反応陽性率は，
1期2．22±0．28（mean±SE）・4／6（67傷），　II期1．94±0．18・
10／24（42％），III期1．88±O．24・6／！7（35％），　IV期1．57±
0．08・0／14（0％）であった（Table　3）．これを推i計学的にみ
てみると，順位相関ではrs＝028（r、二SpearmanのII皇位
相関係数）で有意の相関を認めた（p〈0．025）・平均値の差
の検定では1期とIV期との間にp＜0．01で有意の差があ
り，比率検定では1期とIV期との間にp〈0，001，　II期と
IV期との間にp〈0．005，　IH期とIV期との間にpく0．025
で有意の差を認めた．従がって，MLTIのS．1．および反
応陽性率は病期が進むにつれて低下していくことがわかっ
た．また個々の癌についても，症例の多かった胃癌でその
進行度との間に同様の相関を認めている．
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Table　3　R6♂α彦foη読ψ加姻θ6ηρ05漉ひ8／z麗ηめβ7¶
　　　　　げ刀z読αノτ4読液，αz5診α9噛8∫ガη‘αη‘87ρ
　　　　ρα彦zβηご．5
Stage　I
Stage　II
Stage　HI
Stage　IV
　No．
of　cases
6
24
17
14
Positive
　じ　　　　
No．（％）
4　（67）
10　（42）
6　（35）
0　（0）
Mean
S．1．±SE
2．22±0．28
1．94±0ユ8
1．88±0．24
1．57±0．08
3・4MUIと癌増殖局所における単細胞浸潤との関連性
　担癌生体の抗腫瘍抵抗性の一表現として癌増殖局所の単
核細胞浸潤が挙げられる．ここで述べている単核細胞とは
リンパ球・形質細胞・マクロファージであり，好中球，好
酸球などは含まない．癌増殖先進部の単核細胞浸潤の程度
をnone　or　slight，　moderate，　markedの3型に分け，そ
れらとMLTIのS，1，との関連を検討してみた．それぞ
れのS，1．の平均および反応陽性率は，none　or　slightで
は1．64±0．20（mean±SE）・2／9（22弩），　moderateでは1．65
±0，10・7／27（26弩），markedでは2，18±0．22・12／26（46％）
であった（Fig，6）．これを推計学的にみてみると，平均値
の差の検定でnone　Qr　slightとmoderateとの間には
有意の差は認められなかったが，・noderateとmarkedと
の間にはP＜0．05で有意の差を認めた．すなわち，MLTI
のS．1．が高くなるにつれて癌増殖先進部の単核細胞は多
くなる傾向が認められた．
　また，癌の進行度と癌増殖先進部の単核細胞浸潤との関
連も検討した．各病期における局所の単核細胞浸潤のうち
markedの占める割合は1期4／7（57傷），　II期13／24（54％），
III期7／18（39％），　IV期1／13（8％）であった（Table　4）・
これを推計学的にみてみると，比率検定において1期とIV
期との間にP＜0．025，II期とIV期との間にP＜0．01で有
意の差を認めた・症例数が少ないので個々の癌についての
検討はむずかしいが，比較的症例数の多い胃癌については
やはり有意の差を認めている．従がって，癌の病期が進む
につれて癌増殖先進部の単核細胞浸潤は少なくなっていく
ことがわかった，
1．0
CANCER　SPEC工F工C　STIMULAT工ON　INDEX
　　2．0　　　　　　　　　　3．0 4．0 5．0
NONE　OR
SI．工GHT
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Fig．6　Relationship　between　reactivity　of　mlti　and　local　mononuclear　cell
　　　　response　in　cancer　patients．
Table　4　R8Zα如アz51吻68伽8θ72‘Zゴ72　fcαZ　3置α985
　　　　　αη6♂00α♂フπ0720朋C♂6α7－68μ乞72弼彦プα一
　　　　　’∫073加‘αηc87’ρ磁87z’5
Stage　I
Stage　II
Stage　I工I
Stage　IV
None　ofslight
　（％）
2（29）
1（4）
5（28）
2（15）
Moderate
　（％）
1（14）
10（47）
6（33＞
10（77）
Marked
　（％）
4（57）
13（54）
7（39）
1（8）
3・5生存曲線との関連性
　問題は，以上のような患者の自己の癌に対する反応性が
患者の生存期間と関連しているかという事である．そこで
3M　KCI　extractを用いたMLTIではS．1．≧2とS・1・
＜2に分け，腫瘍細胞を用いたMLTIではS．1．≧3とS．1．
〈3に分け，それぞれの生存曲線を書き関連性を検討した
（Figs，7and　8）・腫瘍細胞を用いたMLT工ではS・1・≧3
とS，L＜3との間には明らかな生存率の差があるのに対
し，3M　KCI　extractを用いたMLTIではS．1．≧2と
S，1，＜2との間には明らかな差は認められなかった．
3・6MLTIのS．しのfollOW　Up　data
　3M　KCIで抽出した腫瘍抗原を低温保存しておき，手術
後化学療法のみを行なった個々の癌患者のMLTIのS．1．
の経時的変動を追跡調査した・extractは分注し，一90℃
で低温保存しておき，使用直前に微温湯で融解して用いた．
作製後19ヵ月後でもMLT工が反応陽性を示した症例が
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あり，従がって一90℃で低温保存しておけぽ長期間ex－
tractの抗原性の低下，失活はないものと考えている．化
学療法は，殆んどの症例で手術後10日前後よりMFC療
法（M：Mltomycin　C，　F：5Fluorouracil，　C二Cytosine
arabinoside）を1クール行なっていた，検索し得た症例2
2例，最長19ヵ月までのfollow　upでは（Fig．9），化学療
法施行後殆んどの症例でMLTIのS．1．が低下しており，
この低下はPHA，　ConAによるリンパ球幼若化反応の低
下とそれぞれ77．7箔，58．8％でほぼ同様な動きを示してい
ることを認めた．また化学療法終了後でもMLTIのS，1，
はPHA，　ConAによる反応と同様低下してしていること
より，制癌剤の影響はかなり長い期間持続しているように
思われる．その影響より離脱出来たと考えられる1年以上
経過した症例12例の検索では，MLTIのS，1．が1回目
のそれと比較して上昇（MLTIのS．1．がS．1．＜2から
S．1．≧2に変わるか，または50勿以上上昇）した症例3例
中1名に再発を，またMLTIのS，1．が変らなかった症
例7例中2名に再発を認めた．しかしMLTIのS．1．が
下（MLTIのS．1．がS，1．≧2からS．　L〈2に変わる
か，または50％以上減少）した症例2名には今のところ再
発の徴候は認めていない．
100魯
50捲
S．エ．≧3（n－12）
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Fig．7　Relationship　between　mlti　with　autologous　cancer　cells　and　survival
　　　　curve　of　cancer　patients．
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Upper　l　Survival　curve　of　lymphoblastogenesis　with　autologous　cancer　cells．
Lower＝Survival　curve　of　lymphoblastogenesis　with　autQlogous　3M　KCI　extract．
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4　考　　按
4・1　腫瘍特異的細胞性免疫の証明
　腫瘍免疫は担癌生体にとってnot　selfである腫瘍特異
抗原，あるいは腫瘍関連抗原が，腫瘍細胞に存在するという
ことが大前提となっている．種々の動物実験によりTSTA
（Tumor　Speci五。　Transplantation　Antigen）の存在が証
明されており，人癌においても腫瘍抗原の存在が細胞障害
試験・マクμファージ遊走阻止試験・白血球遊走阻止試
験・皮膚反応・リンパ球腫瘍細胞混合培養などで明らかに
されてきている4）．われわれが今回用いたリンパ球腫瘍細
胞混合培養（MLTI）の原理は，リンパ球混合培養（Mixed
Lymphocyte　Culture，　MLC）で確かめられているように，
リンパ球による異物細胞の認識というメカニズムの応用で
あり1），1968年Stjernswardら58）により初めて報告され
た，すなわち，リンパ球とmitomycin　C処理により
DNA合成を阻止された自家腫瘍細胞とを混合培養し，3H－
thymidineのリンパ球への取り込みを測定することによ
りリンパ球幼若化反応を判定し，リンパ球が幼若化を起こ
せば自家腫蕩細胞には非自己である腫瘍抗原が存在すると
いうことの証明になると考えられている．本研究で示した
ように，正常自己細胞抗原によっては自己のリンパ球が殆
んど幼若化反応を示さずS．1．≧2をとる確率はpく0．001
である事実もこれを裏書きしている．
　MLTIにおける抗原，すなわちstimulatorとして用い
る腫瘍細胞の様式にはmitomycin　C処理，　X線照射，ま
たは抽出抗原などがある．腫瘍細胞自体をstimulatorと
した場合，Mavligitら45）はX線照射が優れていると報告
しているが，Stjernswardら41）はそれぞれについて比較
し，mitQmycin　C処理の方が抗原性の維持という面で優
れていると報告している．しかし術後の腫瘍特異的免疫
能を経時的に検索するためには，腫瘍細胞を生かしたまま
長期間保存しておかねぽならない．当教室ではこれまで
mitomycin　C処理の腫瘍細胞を用いてMLTIを行なっ
てきたが51，52），今回術後の腫瘍特異的細胞性免疫能の経時
的変動の追跡および腫瘍抗原のpuri丘cation，　identi丘ca－
tionを目的として，腫瘍細胞から3M　K：Clにより抽出し
た可溶性抗原を用いてMLTIを行なった．
　3M　KCIを用いた抽出法は，最初Reisfeldら59・60）によ
りヒトの組織適合抗原の可溶化に用いられ，以前に報告さ
れていた方法に比べて免疫学的にspeci丘。なHLAを抗
原より多く取り出せるようになった．また彼らはこの方法
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で腫瘍細胞からTSA（Tumor　Speci丘。　Antigen）を取り
出し得ることを示唆している．Meltzerら61，62＞は細胞膜
上にあるTSAをモルモットのdiethylnitrosamine誘発
hepatomaから3M　K：Clで可溶化させ，　skin　tesヒを行な
い，腫瘍細胞に比べて3M　KCI　extractは15～40弩の抗
原活性を持っているということを報告した．この抗原活性
の低下が3MKC1による抗原の崩壊によるものか，また
は可溶化した抗原と細胞膜に結合している状態の抗原の反
応性の差に基づくものかは不明であるとしているが，他の
抽出方法に比べて抗原の回収率は高く，またextractにし
てしまうとかなり安定性が良いということから，腫瘍細胞
からかなりの量の安定なTSAを取り出すには3M　K：C工
抽出法が比較的簡単で，しかも高い再現性のある方法であ
るとしている．その後，多くの研究老がこの方法を用いて
ヒトの悪性腫瘍に対する腫瘍特異的な細胞性免疫能を測定
し，また腫瘍抗原の存在を実証しており，勿η蜘では皮
膚反応22・24卍27），加η露r・では細胞障害試験49）・白血球遊走
阻止試験29四35）・MLT工24，42・4婦6）などがある．本研究では
3M　KCI　extractを抗原としたMLTIを用いたが，この
MLTIはallogeneicな系で行なうと3M　KCI　extract
中にあるTAA（Tumor　Associated　Antigen）と同時に
通常のalloantigenをも検出するという報告があり63），従
がってわれわれの実験はすべて自家系で行なった．
　また術前の検索のためには3M　KCI　extractを作製す
るまで患者のリンパ球を低温保存64・65）しておき，その後
MLTIを施行するということも必要であるが，リンパ球を
生きたまま長期間保存することはかなりむつかしい．一方
Parkらは66）PHAによるリンパ球幼若化反応は術後5～7
日で術前値に回復すると報告しており，またSladeらも67）
MLCやPHAによるリンパ球幼若化反応は術後5口で殆
んど術前値に回復すると報告している，従がってわれわれ
は術後7～1Q日の，制癌化学療法を施行していない時点で
の三者から採」血を行ない，MLTIを施行し，その反応性の
程度をほぼ術前値に近似しているものと考えた．
　対象63名のMLTIのCancer　Speci丘。　S．1．の平均値
は1．90±0．11（mean±SE）であり，正常組織より抽出した
extractをsti皿ulatorとしたリンパ球幼若化反応のS．1．
の平均値1．12±0．03と比較すると推計学的に有意の差を認
めた（t＝6．62，P〈0．001，　Cochran－CGx’s　methQd）・しか
も正常組織の反応値がS．1．≧2になるのはp＜0．001の確
率であったのでCancer　Speci丘。　S．1．≧2を反応陽性と
考えた．
　われわれの検索し得た各癌患者の反応陽性率は胃癌9／25
（36％）・大腸癌7／13（54傷）・乳癌5／20（25％）・甲状腺癌／ノ5
（20傷）であり，全体としては22／63（35鬼）であった．MLTI
を用いたこれまでの報告では，Guttermanら42）はAML
4／5（80傷）・ALL　1／1（100％）・CMLのbiast　crisis　1／1
（100傷）の反応陽性を報告しており，Mavligitら45）は種々
の悪性腫瘍を用いて10／24（42傷）に反応陽性を，また
Vankyら24）も種々の悪性腫瘍のKCI　extractを用いて
8／17（47瑠）に反応陽性をみており，しかもその反応性の
程度が腫瘍細胞を用いたMLTIの反応性の程度と密接に
関連していることを報告している．当教室の腫瘍細胞を用
いたMLTIではS．1，≧3を反応陽性とした場合の各々の
癌の平均および反応陽性率は胃癌2，69±0．47（エnean±SD）・
8／24（33傷）大腸癌1。31±o．11・o／10（o％），乳癌3．03±o．44・
7／14（50％）・甲状腺癌2．25±o．48・2／10（20％）であった52）．
　本研究では，個々の症例について腫瘍細胞を用いた
MLTIと腫瘍細胞のextractを用いたMLTIを同時に
行なっていないのでそれらの反応性の関連性を厳密には判
別出来ないが，当教室でこれまで行なっている腫瘍細胞を
用いたMLTIと今回の3M　KCI　extractを用いたMLTI
とで各々の癌の反応性の程度・反応陽性率を比較してみる
と，胃癌・甲状腺癌ではほぼ同様な値を示しているが，大
腸癌ではextractを用いたMLTIの方が反応性の程度も
反応陽性率も高くなっており，逆に乳癌では低くなってい
た，この差の生じた原因は不明であるが，大腸癌の場合腫
瘍細胞のextractの中にCEA（Carcinoembryonic　An－
tigen）が混在している可能性が考えられ，このほか細菌の
混入があってその細菌の抽出液により何らかの活性物質が
extractの中に混在しているという可能性も想定される，
しかしCEAの関与はLejtenyiら68）がCEA濃度2．5・
5・10・25μg／mZでリンパ球幼若化反応を行ない，消化器
癌患者・妊婦・正常人とも反応しないことを報告している．
次に細菌の3M　KCI　extractによるリンパ球幼若化反応
に及ぼす影響であるが，われわれはEcoli　NIHJを用い
て3M　KCI抽出を行ない，最終濃度12．5・25・50・100・
200・400μg／m♂でリンパ球幼若化反応を行なってみた（内
澤ら，未発表）．検索した7症例のSI．は夫々1．26・0．51・
0．52・0．77・0．84・0．12・0．11であり，従がってE．cQli
NIHJの3M　KCI　extractはリンパ球幼若化反応を惹起
しないことがわかった，このようにCEAの関与および
E．coliからの活性物質の関与は否定出来たが，腫瘍細胞と
そのextractを用いたときのMLTIの反応性の差がどこ
に由来しているか現在のところ明快な説明は困難である，
　また乳癌では逆にextractを用いたMLTIの方が反応
性の程度も反応陽性率も低くなっていたが，その原因の一
つには3M　KCI　extract作製には組織を細切して用いて
いるので乳癌の組織の性格上腫瘍塊と思われるものでもか
なりの量：の間質結合織成分が含まれている可能性があり，
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TAAの絶対量が少ないためではないかと考えられる・な
ぜならば正常組織のextractでも最終蛋白濃度800μg／m♂
では非特異的にリンパ球幼若化反応が抑制されるので，乳
癌のtumor　extractによる反応の際optimal　cQncentra－
tionになる前に非特異的にリンパ球幼若化反応が抑制さ
れてしまっているのではないかと考えられるからである．
いずれにしても3MK：Clで抽出した自己の腫瘍抗原を
not　se】fとして認識している症例が築きにみられるわけで，
これらの症例では生体内においても何らかの免疫反応を起
こしていると想定される．
4・2MLTIとPHA・ConA・PWMによるリンパ球幼
　　若化反応との関連性
　一般的細胞性免疫能のパラメーターとしてガノz切か。の
PHA・ConA・PWMによるリンパ球幼若化反応を用い
た．PHAによるリンパ球幼若化反応は種々の研究者によ
り，非望患者に比し癌患者では有意の低下を示しており，
また癌の病態および予後と極めてよく相関していることが
報告されている51・52・70）．このPHAによるリンパ球幼若化
反応と腫瘍細胞を用いたMLTIの反応性との関連も有意
の相関性があることが報告されている51・52・71・72＞，本研究で
も3M　KCI　extractによるMLTIとPHA・ConAに
よるリンパ球幼若化反応との間に有意の相関性を認めた．
また症例は少ないが各臓器別の癌についてもそのMLTI
とPHA　ConA・PWMによるリンパ球幼若化反応との
関連で，全てではないが有意の相関性を認めている．これ
らのことより一般的細胞性免疫能の刺激によって腫瘍特異
的な反応性も上昇するのであろうことが薄青され，現在行
なわれている非特異的な免疫賦活剤の使用も癌の治療に有
用であると推定される．
4・3MLTIと癌の進行度
　癌患者の抗腫瘍抵抗性の最も端的なパラメーターは癌の
進行度および生存期間に表現されると考えられる．腫瘍細
胞を用いたMLTIでは，当教室の山岡がMLT工でのリ
ンパ球の反応性が癌の進行度と逆相関することを報告して
いる53）．3M　KCI　extractを用いたLIT（Leukocyte
Migration　Inhibition　Test）ではBoddieら30・31）はma－
Iignant　mela且olnaでstage別における差は見い出せな
かったとし，McCoyら34＞もmalignant　melanomaで
stage　1では他に比してやや高い反応陽性率を示すが差は
なかったと報告している．Deanら47＞は乳癌でhypQtonic
saline　membrane　extractを用いたMLTIを行ない．
その反応性とstageとの問には有意の相関は認めなかった
と報告している．本研究の3M　KCI　extractを用いた
MLTIでは，　stageが進むとともに反応性の程度も反応陽
性率も低値を示し，逆相関していることを認めた．また個
々の癌についても比較的症例の多い胃癌に同様の相関を認
めた．すなわち，3M　KCI　extractを用いたMLT工は，
腫瘍細胞を用いたMLTIと同様に癌の進行度を把握する
のに良いパラメーターになり得ると考えられる．
4・4MLTIと癌増殖局所の単核細胞浸潤
　癌細胞に対する宿主の免疫応答があるとすれば，それは
癌増殖局所の組織像に最も直接的に示されるべきであろ
う．近年，癌の免疫の実在が実験的・臨床的に明らかにな
るにつれて，また移植免疫とその拒絶反応の組織像とのア
ナロジーから，間質反応，特にリンパ球浸潤を世事生体の
癌に対する免疫学的抵抗性と結びつけて考える場合が多く
なってきた．ラットMC肉腫自家移植において，リンパ球
の反応性の程度は癌細胞の抗原性の強弱に比例して強く認
められている73），すなわち高抗原腫瘍では自家移植直後は
マクロファージ，好中球，下摺細胞などの多彩な反応がある
が，5日前後よりリンパ球，特にT細胞の浸潤が強くなり，
腫瘍細胞は破壊され，十数日後には腫瘍細胞は拒絶され線
維芽細胞を主体とする肉芽組織形成をみる，しかも加
碗mの細胞障害試験とその組織像におけるリンパ球反応
と極めて良い一致を示したことから74・75），少なくともその
一部には腫瘍特異的な免疫反応が含まれていると考えられ
る．事実，人癌においても胃癌76）・乳癌77，78）・喉頭癌79）・
食道癌80）・神経芽細胞腫81，82）などについてリンパ球反応
と予後との問に有意の相関があることが報告されている．
教室の山岡は腫瘍細胞を用いたMLTIの反応性と癌増殖
局所における単核細胞浸潤との問に若干の関連性があるこ
とを報告している．本研究でも単核細胞浸潤を3型に分け，
それらと3M　KCI　extractを用いたMLTIの反応性と
の関連でm・derateとmarkedとの間に有意の差を認め
ており，また癌の進行度と局所の単核細胞浸潤との関連で
もstageが進むにつれて癌増殖局所の単核細胞浸潤が少
なくなっていくことを認めた，このMLTIの反応性・癌
の進行度が担癌生体の抗腫瘍抵抗性と考えられる単核細胞
浸潤と密接に関連していることより，浸潤している単核細
胞のうち少なくとも一部は腫瘍特異的な免疫反応をしてい
ると考えられる．
4・5MLTIと生存期間
　もう一つの担癌生体の抗腫瘍抵抗性の表現として生存期
間が挙げられる．腫瘍細胞を用いたMLTIの反応性と予
後との関連では，教室の山岡はMLTIの反応性の低い症
例での早期死亡例が多いことから，MLTIがよく癌に対す
る抵抗性を反映していると報告している52）．しかし本研究
で行なった3M　KCI　extractを用いたMLTIでは，　S．1．
≧2とS．1．〈2との間には予後に関して明らかな差が認め
られなかった．すなわちMLTIの反応性の高い症例で
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も，反応性の低い症例と同様に早期死亡例が多かった．腫
瘍細胞を用いた場合と抽出抗原を用いた場合の差がどうし
て生じたのか今のところ不明であるが，抽出抗原では腫瘍
特異抗原の一部しか回収していないためであるのかもしれ
ない．
4・6個々の癌患者のMLTI経時的推移
　池田72）は2例の結腸癌患者で自己の腫瘍細胞をヌード
マウスに移植し，3回継代された腫瘍を用いて手術後の
MLTIを行ない，絶対的治癒切除術を受けた症例の術前の
S．1．陽性であったものが術後5ヵ月目のS．1．は陰性化し
ていることを報告している．本研究では，抗癌剤の影響が
ほぼ消失したと思われる12カ月以上経過した症例12例で
MLTIの上昇した3例中1例，変らなかった7例中2例に
再発をみている、これら再発した症例は胃癌IV期・大腸
癌V期・乳癌IV期の各々1例であった．これのみでは
MLTIの変動と再発との関連性を結論するわけにはいか
ず，さらに症例を重ね検討していきたいと考えている．
　予後を含めた病態の把握という点では，腫瘍細胞を用い
たMLTIが良い方法であると考えられるが，本研究で示
されたように3M　KCI　extractを用いたMLTIでも反応
陽性を示す症例が確かに存在しており，3M　KCI　extract
の中には少なくとも腫瘍特異抗原の一部が含まれているも
のと考えられる．そしてこのMLTIの反応性がPHA・
ConAによるリンパ球幼若化反応と有意の相関を示すこ
と，癌の進行度および癌増殖局所の単核細胞浸潤と有意の
差を示すことなどから癌の病態を把握するのに有用なパラ
メーターとなり得ると考えられる．今後さらに他の抗原抽
出方法の検討およびextractの精製などを試み，自家癌に
対してより精度の高い免疫反応の示標を探していきたいと
考えている．
5　結　　語
　癌患者における腫瘍特異的細胞性免疫能を腫瘍組織の
3M　KCI　extractを用いたMLTIで定量的に判定し，そ
の反応性の程度と一般的細胞性免疫能のパラメーターであ
るPHA，　ConA，　PWMによるリンパ球幼若化反応，癌患
者の病期，癌増殖局所の単核細胞浸潤，予後との関連性を
検討し，以下の成績を得た．検索対象症例は胃癌25例，大
腸癌13例，乳癌20例，甲状腺癌5例の合計63例であった．
　1）MLT工の反応性をS．1．≧2を反応陽性とすると胃
癌では36傷，大腸癌では54％，乳癌では25傷，甲状腺癌で
は20％，全体としては35％が反応陽性であった。
　2）MLTIの反応とPHA・ConAによるリンパ球幼
若化反応との間には，それぞれp＜0．001で有意の正の相関
性を認めた．
　3＞MLTIの反応性と癌の進行度との関連では，　stage
が進むにつれてMLTIの反応性が低下していくことを認
めた．
　4）MLTIの反応性と局所の単核細胞浸潤との関連で
は，単核細胞浸潤の多い症例にMLTIの反応性も高い症
例が多いことを認めた．また癌の進行度と単核細胞浸潤と
の関連でもstageが進むにつれて単核細胞浸潤が少なく
なっていくことを認めた．
　5）MLTIの反応性の高低と生存期間の関連では，明ら
かな差は見られなかった・
　6）MLTIのS．1．の追跡調査では，1年以上追跡し得
た症例12例のうちMLTIのS．1．が上昇した3例中1名
，変らなかった7例中2名に再発を認めた．S．1．の低
下した症例2名には現在のところ再発の徴候はない．
　以上，腫瘍細胞から抽出した3M　K：Cユextractには，腫
瘍特異抗原の少なくとも一部を含有していることが証明さ
れ，これを用いたMLTIは癌の病態を把握するのに有用
なパラメーターとなり得ると考えられる・
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